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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis fur 
Nukleinsauren in einer Probe, sowie eine Vorrichtung zur 
Diirchfuhrung des erflndungsgemaBen Verfahrens, 5 

1 . Herkommliche Verfahren 

1.1 Klassische Verfahren 

10 

Klassische mikrobiologische Verfahren zum Nachweis 
von Mikxoorganismen in Proben beruhen auf einer Kultivie- 
rung der Keime und anschlieBender Bestirnrnung auf spe- 
ziellen Nahrmedien, die fiir bestimmte Mikxoorganismen 
spezifisch sind. Mit diesen Verfahren ist jedoch ein Zeitauf- 15 
wand von mehreren Tagen verbunden. 

1.2 Nukleinsaure-Nachweisverfahren 

Eine schnellere Bestirnrnung kann durch Nukleinsaure- 20 
Nachweis verfahren erfolgen. 

Bei herkommlichen DNA-analytischen Nachweisverfah- 
ren handelt es sich um PCR-Testsysteme, die gegeniiber den 
oben genannten klassischen Methoden einen schnelleren 
und sensitiveren Nachweis von Keimen in Proben erlauben. 25 
Spezifische PCR-Testsysteme weisen jeweils einen be- 
stimmten Keim oder eine Gruppe von Keimen (ohne weitere 
Spezifizierungsmbglichkeit) nach (z. B. Salmonellen auf 
Hiihnchen, Borreiien in Blut, eine gentechnisch veranderte 
Starterkultur in Joghurt, Babesien in Katzenblut). Eine be- 30 
sondere und neuere Form eines PCR-Testsystems ist die so- 
genannte "Multiplex PGR". Sie basiert auf der Verwendung 
von mehreren spezifischen Primerpaaren in einem einzigen 
Reaktionsansatz (z. B. Nachweis von Borreiien, FSME und 
Rickettsien in einer Reaktion). Gemeinsam ist diesen Nach- 35 
weissystemen (auch Multiplex-PCR), 

a) daB sie fiir jeden nachzuweisenden Keim entwickelt 
werden miissen. Dies ist zeitaufwendig und teuer; und 

b) es werden nur solche Keime nachgewiesen, nach 40 
denen auch gesucht wird. Beispielsweise kann mit ei- 
nem spezifischen PCR-Test auf Borreiien kein anderer 
Keim identifiziert werden. Dies hat zur Folge, daB hau- 
fig pathogene (Mikro-)Organismen (etwa in Lebens- 
mitteln oder klinischen Proben) nicht gefunden wer- 45 
den. 



2. SequenzspeZifische Auftrennung von Nukleinsauren 

50 

2.1 Gele mit Denaturierungsgradienten 

Diese Verfahren beruhen darauf, daB Sequenzvariationen 
zwischen verschiedenen DNA-Molekiilen zu einem veran- 
derten Schmelzverhalten der Doppelstrange fuhren. Diese 55 
unterschiedlich stark aufgeschmolzenen Doppelstrange be- 
sitzen trotz gleicher Lange eine unterschiedliche Mobilitat 
in einer Gelmatrix. Dies ist darauf zuruckzuflihren, daB sich 
sog. Schmelzdomanen ausbilden, d. h. Abschnitte innerhalb 
des DNA-Fragments, in denen die DNA denaturiert. Verfah- 60 
ren, die auf diesem Prinzip beruhen, sind die DGGE (Dena- 
turing Gradient Gel Electrophoresis, Denaturierungsgra- 
dienten-Gelelektrophorese) und TGGE (Temperature Gra- 
dient Gel Electrophoresis, Temperaturgradienten-Gelelek- 
trophorese), die z. B. bei Millar et al. (J. Clinical Microbiol., 65 
34, 2506-25110 (1996)), Muyzer et al. (Appl. Envir. Micro- 
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werden die DNA-Fragmente auf Acrylamid-Gelen aufge- 
trennt, welche eine ansteigende Konzentration an Denatu- 
rierungsmitteln aufweisen. Bei einer Konzentration, die fur 
jede Sequenz spezifisch ist, wird die DNA denaturiert, was 
sich in einer stark verlangsamten Migrationsgeschwindig- 
keit oder Stillstand der Banden bemerkbar macht. 

Zur Optimierung der Auftrennung von DNA-Fragmenten 
in der DGGE/TGGE wird bisher im allgemeinen eine GC- 
Klammer (GC-reiche Region, die in der Regel ca. 40 Basen 
lang ist) iiber die PCR an die aufzutrennenden Fragmente 
angehangt. Damit soli verhindert werden, daB sich einzelne 
Nukleinsaure-Strange ganzlich voneinandertrennen. In bis- 
herigen manuellen DGGE/TGGE Verfahren konnte mit die- 
ser Klammer eine erheblich bessere Auftrennung der Frag- 
mente erreicht werden, weil die Fragmente fast vollig zum 
Stillstand kommen, distinkte Banden formen und deshalb 
manuell aus dem Gel ausgeschnitten werden konnen. Eine 
Online-Detektion wahrend der Migration ist mit einer sol- 
chen Technologie allerdings nicht moglich. 

Bisher muBte immer das gewiinschte DNA-Fragment 
durch Ausschneiden des betreffenden Gelstiicks aus dem 
Gel isoliert werden, was wiederum aufwendige Arbeits- 
schritte mit sich bringt. Zudem ist eine Elution aus ausge- 
schnittenen Gelstiicken immer mit einem groBen Verlust im 
Nukleinsaurematerial verbunden. 

Die Anwendung der DGGE zum Nachweis von Mikroor- 
ganismen ist bereits fur durch Mikroorganismen gescha- 
digte Wandgemalde (Fresken) beschrieben worden (Rolleke 
et al., Appl. Envrionm. Microbiol 62, 2059-2065 (1996)). 
Auch in der medizinischen Diagnostik wurde dieses Verfah- 
ren zur Untersuchung von Sauglingsfakalproben bereits ver- 
wendet (MiUar et al., J. Clin. Mikrobiol. 34, 2506-2510 
(1996)). Allerdings wurde eine automatisierte Detektion 
bisher noch nicht vorgeschlagen. 

2.2 Sequenzspezifische DNA-Liganden 

Gleich groBe, aber in der Sequenz verschiedene DNA- 
Molekule konnen durch DNA-Liganden, die an bestimmte 
Sequenzabfolgen binden, voneinander getrennt werden. 
Diese Trennung beruht darauf, daB die spezifischen kurzen 
Sequenzabfolgen, an die der DNA-Ligand bindet, in DNA- 
Molekiilen mit unterschiedlicher Sequenz in unterschiedli- 
cher Anzahl auftreten, so daB unterschiedliche Anzahlen der 
DNA-Liganden an ein bestimmtes DNA-Molekul binden. 
Dies fuhrt dann zu einer Anderung des Gewichtes und der 
GroBe des DNA-Ligand- Komplexes, wodurch dann eine se- 
quenzspezifische Auftrennung ermoglicht wird. Ein Bei-. 
spiel fiir einen spezifischen DNA-Liganden ist das Bisbenzi- 
mid-PEG-Konjugat, Handelsname: H.A.- Yellow, was unter 
anderem bei MuUer et al. (NAR, 25, 5125-5126 (1997)) be- 
schrieben ist. Die Detektion erfolgte durch Ethidium-Bro- 
mid-Farbung der Agarosegele nach der Elektrophorese und 
anschlieBendes Photographieren unter UV-Licht. Ein Hin- 
weis auf eine automatisierte Detektion findet sich nicht. Ein 
Nachteil dieses Verfahrens ist allerdings, daB es nicht zwi- 
schen alien moglichen Sequenzvariationen unterscheidet. 
Bei H.A. Yellow verursacht z. B. CAC— CGC keine Mobi- 
Utatsveranderung, 

2.3 rSSCP/DNA-SSCP (RNA/DNA-Einzelstrang-Konfor- 
mationspolymorphismus) 

Einzelstrangige Nukleinsauren bilden unter nicht-denatu- 
rierenden Bedingungen eine Sekundarstruktur aus, d. h. es 
entstehen doppelstrangige Bereiche. Unterschiedliche Se- 
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halten fur gleich lange Fragmente mit unterschiedlicher Se- 
quenz ergibt. Im Stand der Technik ist rSSCP im Vergleich 
mit DNA-SSCP beispielsweise durch Sarka et al. (Nar, 20, 
871-878 (1992)) beschrieben. Zur Detektion wurden die 
Nukleinsauren vor der Auftrennung auf einen Polyacryla- 5 
midgel markiert und das Gel und UV-Licbt photographiert. 
Auch hier wiirde eine automatisierte Detektion eine groBe 
Zeitersparais bedeuten. 

3. Gegenstand der Erfindung 10 

An die Analyseverfahren der klinischen Diagnostik, z. B. 
auf dem Gebiet der Parasitologic, und der Lebensmittelana- 
lytik werden zunehmend hohere Anforderungen gestellt. 
Hierbei ist vor alien Dingen die Zeit ein wichtiger Faktor. 15 
Beispielsweise ist der Nachweis von relevanten Organis- 
men, z. B. Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze, Hefen 
und andere Einzeller, aber auch hohere Organismen, wie 
etwa Parasiten, Wiirmer oder auch Pflanzen, Saugetiere und 
Menschen, sehr zeitaufwendig und oftmals sogar unmog- 20 
lich. Dies beruht auf dem Mangel an automatisierten Nach- 
weisverfahren, welche eine Probenanalyse bei geringem 
Zeitaufwand und mit geringen Kosten und wenigen Arbeits- 
schritten ermoglichen. 

Wie bereits erwahnt, mussen in bekannten Nukleinsaure- 25 
Nachweis verfahren die entsprechenden Banden aus dem 
Gel ausgeschnitten und anschlieBend entweder wiederum 
amplifiziert oder sequenziert werden. Die Sequenzen wer- 
den dann mit Sequenzen von bekannten Mikroorganismen 
verglichen und so bestimmten Mikroorganismen zugeord- 30 
net. 

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, ein Ver- 
fahren zum Nachweis fur Nukleinsauren in einer Probe be- 
reitzustellen, welches fur eine schnelle und kostengiinstige 
Analyse von DNA-Proben geeignet ist. 35 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein Ver- 
fahren zum Nachweis von Nukleinsauren in einer Probe, 
umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Probe, die verschiedene Orga- 40 
nismen oder genetisches Material davon enthalten 
kann, 

(b) organismusubergreifendes Erzeugen von Nuklein- 
saureabschnitten der Organismen, die eine sequenzspe- 
zifische Zuordnung zu den entsprechenden Organis- 45 
men erlauben, 

(c) sequenzspezifisches Auftrennen der Nukleinsaure- 
abschnitte mittels Migration durch eine Matrix, 

(d) automatisiertes Detektieren der aufgetrennten Nu- 
kleinsaureabschnitte wahrend oder/und nach der Mi- 50 
gration, 

(e) mindestens teilweises Identifizieren der Nuklein- 
saureabschnitte aufgrund ihrer Mobilitat, 

(f) gegebenenfalls Sammeln der aufgetrennten Nukle- 
insaureabschnitte. 55 

In diagnostischen und analytischen Nachweisverfahren 
kann diese Probe beispielsweise Wasser, Abwasser oder 
eine sonstige Flussigkeit, z. B. eine Korperflussigkeit sein, 
wie etwa Blut, Urin, Speichel, Kot und dergleichen, sowie 60 
Gewebe- und Zellproben. In der Lebensmittelanalytik kon- 
nen jedwede Lebensmittelproben, wie etwa Reisch, Milch- 
produkte u. a. untersucht werden. AuBerdem konnen mit 
dem hier vorgeschlagenen Verfahren auch Werkstoffe, wie 
etwa Baumaterial, sowie Kunstobjekte oder Antiquitaten 65 
untersucht werden. 
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gespalten oder vervielfaltigt, aufgetrennt und detektiert. Be- 
vorzugt werden die Nukleinsaureabschnitte durch eine Ver- 
vielfaltigung erzeugt. Die Vervielfaltigung besteht in einem 
organismusubergreifenden Amplifizieren von Nukleinsau- 
renabschnitten der zu untersuchenden biologischen Organis- 
men. Bevorzugt wird die organismusubergreifende Amplifi- 
kation als PGR durchgefuhrt. Andere Amplifikalionsfor- 
mate sind jedoch ebenfalls denkbar. Beispiele hierfur sind 
die im Stand der Technik bekannten und dem Fachmann ge- 
laufigen NASBA-oder LGR- Verfahren. Zu amplifizierende 
Zielsequenzen werden aus innerhalb der definierten Orga- 
nismengruppe hochkonservierten Sequenzen ausgewahlt, 
wobei die Organismen aus beliebigen Organismen, wie Pro- 
karyonten, Eukaryonten und Archaea, oder auch aus mehr- 
zelligen Organismen, wie Pflanzen, Parasiten, Wurmern, 
Saugern etc. (siehe oben) ausgewahlt werden konnen. Als 
geeignete Zielsequenz haben sich fur ribosomale RNA co- 
dierende DNA-Sequenzen, erwiesen z. B. beim Nachweis 
von Bakterien die fur 16S rRNA codierenden DNA-Sequen- 
zen. Derartige Amplifikationsverfahren sind beispielsweise 
bei Medlin et al., Gene 71, 491-499 (1988), und Muyzer et 
al. (supra) beschrieben. Bei der (PGR)- Amplification ist zu 
amplifizierende Nukleinsaure bevorzugt DNA oder RNA, 
und die Nukleinsaureabschnitte (Amplifikationsprodukte) 
sind bevorzugt DNA. 

Es ist jedoch auch denkbar, die zu untersuchenden Nukle- 
insaureabschnitte auf andere Art und Weise zu erzeugen, 
beispielsweise durch Klonierung oder andere Arten der Nu- 
kleinsauresynthese. Die zu untersuchenden Nukleinsauren 
konnen auch z. B. chernisch, physikalisch oder enzymatisch 
in Abschnitte gespalten werden (spezifische Fragmen tie- 
rung). 

Ein geeigneter PCR-Primer fur die Detektion von Bakte- 
rien ist beispielsweise bei Rolleke et al. (supra) beschrieben, 
so daB hier nicht naher darauf eingegangen werden muB. 
Die organismusubergreifend amplifizierten DNA-Frag- 
mente haben vorzugsweise eine Lange zwischen 100 und 
2000 bp, konnen jedoch auch erheblich groBer oder kleiner 
sein. Bevorzugt ist eine Lange um 200 bp, wie bei Rolleke et 
al. beschrieben. Derzeit bevorzugt handelt es sich fur Bakte- 
rien um 16S rDNA amplifizierende Primer, wobei das Ver- 
fahren selbstverstandlich auch fur die Untersuchung von 
Abschnitten aus anderen Genen anwendbar ist. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren kann nicht nur spezies- oder orga- 
nismusspezifische Amplifikationsprodukte nachweisen, 
sondern es ermoglicht auch uberraschenderweise bei Aus- 
wahl von geeigneten Primern den Nachweis von genetisch 
(gentechnologisch) veranderten Organismen. Dieser Aspekt 
ist insbesondere in der Lebensmittelanalytik von Bedeu- 
tung, da Nahrungsmittel in zunehmendem MaBe gentech- 
nisch veranderte Pfianzenbestandteile oder andere Organis- 
men (beispielsweise Joghurtkulturen) enthalten. Die zu un- 
tersuchenden Nukleinsaurefragmente konnen wahrend oder 
nach der Amplifizierung gegebenenfalls auch markiert wer- 
den, beispielsweise durch den Einbau von radioaktiven Nu- 
kleotiden. 

\forzugsweise sind die markierenden Gruppen jedoch 
nicht radioaktiv, sondern basieren beispielsweise auf fluo- 
reszierenden Molekiilen. 

Organismen ubergreifend bedeutet bei einem Erzeugen 
von Nukleinsaureabschnitten durch Amplifikation, daB bei- 
spielsweise Nukleinsauren einer definierten Gruppe selektiv 
amplifiziert werden konnen. Da fur das erfindungsgemaBe 
Verfahren bevorzugt Nukleinsaureabschnitte mit gleicher 
Lange aber unterschiedlicher Sequenz verglichen werden, 
bedeutet organismusubergreifend zum einen, daB die Nukle- 
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erzeugt werden (z. B. aus demselben Gen). Damit ist z. B. 
ein genus-, gattungs-, oder auch speziesiibergreifender 
Nachweis moglich. Andererseits konnen aber auch indivi- 
duen-spezifische Nukleinsauren unterschieden werden. Dies 
ist besonders bei der Erstellung und Untersuchung von ge- 5 
netischen Fingerabdriicken von Bedeutung. Es konnen aber 
auch Polymorphismen nachgewiesen werden, indem Nukle- 
insaureabschnitte aus polymorphen Regionen des Genoms 
verwendet werden. 

Durch das erflndungsgemaBe Verfahren werden die fur 10 
"herkommliche" Nukleinsaure-Nachweis verfahren vorhan- 
denen Einschrankungen iiberwunden. So erlaubt die Ver- 
wendung der organismusubergreifenden Primer, die an zwi- 
schen einzelnen Mitgliedern der Gruppe hochkonservierte 
Bereiche binden, den Nachweis aller Gruppenmitglieder, 15 
ohne sie vorher zu erkennen oder nach ihnen spezifisch zu 
suchen. Durch entsprechende Primerwahl konnen beispiels- 
weise (Mikro-)Organismen einer bestimmten definierten 
Gruppe, z. B. alle Bakterien oder alle Pilze oder alle Euka- 
ryonten oder alle gram-positiven Bakterien, alle Spezies des 20 
Genus Salmonella etc. nachgewiesen werden. 

Ein besonderer Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, daB 
bei Verwendung von Referenzen als Standard - wie weiter 
unten ausfuhrlich erlautert - auf beliebig viele Organismen 
gleichzeitig getestet werden kann. Weiterhin konnen auch 25 
Organismen aufgefunden werden, die nicht im Standard ent- 
halten sind, beispielsweise weil sie vorher gar nicht oder 
noch nie in einem bestimmten Probenmaterial detektiert 
wurden. Dieses Auf&nden neuer Organismen kann durch 
Sequenzieren von nicht den Referenzen entsprechenden 30 
Banden erfolgen. Dieser Vorteil ist besonders deshalb wich- 
tig, weil nach herkommlichen Methoden nur diejenigen Se- 
quenzen gefunden werden konnen, nach denen gezielt ge- 
sucht wird. 

Dariiber hinaus erlaubt das erflndungsgemaBe Verfahren 35 
in vielen Fallen auch die Detektion genetisch veranderter 
Organismen. 

Zum sequenzspezifischen Auftrennen werden die in 
Schritt (b) erhaltenen Nukleinsaureabschnitte in eine Matrix 
eingebracht. Die fur das erflndungsgemaBe Verfahren geeig- 40 
nete Matrix erlaubt das sequenzspezifische Auftrennen von 
Nukleinsaureabschnitten in raumlich voneinander getrennte 
Banden. Bevorzugt ist diese Matrix eine Gelmatrix, wie 
etwa ein Agarose- oder Polyacrylamidgel, und die Migra- 
tion durch die Matrix erfolgt bevorzugt durch Elektropho- 45 
rese. ErfindungsgemaB ist es auch denkbar, als Matrix eine 
Fliissigkeit oder einen festen Stoff zu verwenden, beispiels- 
weise fur eine Auftrennung iiber Zentrifugation oder Chro- 
matographie/Massenspektroskopie. 

Die zu untersuchenden Nukleinsaureproben werden vor 50 
dem Einbringen in die Matrix bevorzugt in einer bestimm- 
ten Menge Wasser oder Puffer gelost. Der Trennmatrix kann 
bevorzugt eine Sarnmelmatrix, z. B. ein Sammelgel, vorge- 
schaltet sein. Durch die Sarnmelmatrix wird eine verbes- 
serte Detektion auch geringer Unterschiede ermoglicht, da 55 
die Nukleinsaurefragmente wahrend ihrer Wanderung durch 
die Sarnmelmatrix auf einen sehr begrenzten Bereich kom- 
primiert werden, so daB am Beginn der Trennmatrix ein ein- 
heitlicher Migrationsanfangspunkt vorliegt. Als Sarnmel- 
matrix wird z. B. ein nichtdenaturierendes Gel mit geringe- 60 
rer Konzentration als das Trenngel verwendet. 

In Schritt (c) des erfindungsgemaBen Verfahrens wird ein 
sequenzspezifisches Auftrennen der Nukleinsaureabschnitte 
oder Amplifikationsprodukte in Fraktionen mit unterschied- 
licherMobilitat durchgefuhrt. Diese Auftrennung kann nach 65 
einem der bereits genannten Verfahren DGGE, TGGE, 
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findungsgemafi verwendbaren Verfahren umfassen naturlich 
auch Abwandlungen der oben genannten Auftrennungsver- 
fahren, wie sie z. B. durch Veranderung einzelner Parame- 
ter, wie etwa der Puffer- oder Denaturierungsmittelkonzen- 
tration, entwickelt werden konnen. 

Bei der Migration durch eine Matrix wandem manche 
Nukleinsauremolekule schneller als andere, was dann eine 
Auftrennung von Fraktionen, die gleichartige Nukleinsaure- 
fragmente enthalten, in sogenannte Banden zur Folge hat. 
Im Stand der Technik wurden diese Banden immer manuell 
und stehend detektiert, z. B. als Fotographie unter UV-Licht 
oder als Autoradiographic 

Wie oben bereits erwahnt, werden bei im Stand der Tech- 
nik bekannten TGGE- oder DGGE-Auftrennungsverfahren 
ublicherweise GC-KLammern eingesetzt mit dem ebenfalls 
bereits erlauterten Nachteil, daB es dadurch zu einem Still- 
stand der Banden auf der Matrix kommt und eine Online- 
Detektion nicht moglich ist. Gleichzeitig wiirde aber das 
Weglassen einer solchen Klammer unter Beibehalten der 
bisherigen Auftrennungsmethode dazu fiihren, daB die Ban- 
den nicht mehr distinkt voneinander getrennt werden konn- 
ten, sondern sich Einzelstrange abtrennen wurden, die nicht 
mehr detektiert werden konnten. Deshalb umfaBt die vorlie- 
gende Erfindung auch eine vollige technische Veranderung 
der bislang bekannten Gradiententechnologie. Dies kann 
wie folgt geschehen: 

a) Modifizierung des Gradienten 

Die vorliegende Erfindung verwendet bevorzugt einen 
chemischen Stoff (beispielweise Harnstoffe oder derglei- 
chen zur Denaturierung der Wasserstoffbriickenbindungen 
zwischen den Basen-Komplementaren. Die Konzentration 
dieses Stoffes in der Matrix variiert in definierter Weise bis 
zu einem Punkt, in dem die Nukleinsaure-Sequenzen zwar 
je nach ihrer Zusammensetzung friiher oder spater vonein- 
ander aufgetrennt werden (Schmelzpunkt), jedoch durch die 
Spaltung der Wasserstoffbrucken nicht ganzlich zum stehen 
kommen, sondern weiter durch die Matrix mitgrieren. Das 
gleiche Ergebnis kann auch durch eine definierte Abfolge 
von Temperaturver an deru ng en erfolgen oder durch Verwen- 
dung eines sonstigen chemischen oder physikalischen Vor- 
gangs, mit dessen Hilfe Wasserstoffbrucken zwischen den 
Basen-Komplimentaren kontrolliert gespalten oder eine sol- 
che Spaltung gestoppt werden konnen. Dieses System kann 
erfindungsgemaB jedoch auch gekoppelt werden mit einem 
Anhangen einer in ihrer Anzahl und Zusammensetzung so 
gewahlten GC Komponente, daB sich die Nukleinsaure- 
Strange nicht ganzlich voneinander trennen. 

b) Modifizierung der Elektrophoresbedingungen 

Eine Detektion wahrend der Migration ist auch moglich, 
indem eine Abfolge definierter Stromspannungsveranderun- 
gen wahrend der Migrationsphase erfolgt. Dabei wird be- 
vorzugt zum Ende der Migrationsphase die Stromspannung 
erheblich erhoht werden, um zu gewahrleisten, daB auch 
solche Fragmente, deren Wasserstoffbrucken fast vollstan- 
dig aufgetrennt wurden, nicht ganzlich zum Stillstand kom- 
men. 

Gleichfalls ist das Stehenbleiben der zu detektierenden 
Banden auch durch eine Abfolge definierter Veranderungen 
der Orientierung des Stromspannungsfeldes moglich. 

Die vorliegende Erfindung demonstriert, daB uberra- 
schenderweise auch fur die oben genannten Auftrennungs- 
verfahren eine automatisierte Detektion, d. h. eine Detektion 
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Online-Detektion, bei der der Detektor mit einer Steuerein- 
heit verbunden ist, welche die Identifizierung der Banden er- 
laubt. Dabei werden die Banden vorzugsweise durch einen 
nahe dem Ende der Matrix plazierten und im allgemeinen 
stationaren Detektor erfaBt. Da dies zu unterschiedlichen 5 
Zeitpunkten ab dem Zeitpunkt des Beginns der Migration 
geschieht, konnen den einzelnen Banden jeweils unter- 
schiedliche Werte fiir die Mobilitat zugeordnet werden. 
Diese ergibt sich aus dem in einer bestirnmten Zeit und unter 
bestimmten Bedingungen (wie etwa Pufferkonzentration, 10 
Gelkonzentration, Temperatur, Spannung und dergleichen) 
zuriickgelegten Weg ab dem Punkt des Migration sbeginns 
bis zum Detektor. Besonders bevorzugt erfolgt die Detek- 
tion wahrend der Wanderung der Banden durch die Matrix, 
sie kann aber auch anschlieBend erfolgen. 15 

Altemativ konnen jedoch auch andere automatisierte De- 
tektionsmoglichkeiten verwendet werden. So konnen nach 
sequenzspezifischer Auftrennung, bei der die Fragmente in- 
nerhalb der Matrix zum Stehen kommen, wie iiblicherweise 
bei bekannten DGGE- und TGGE-Verfahren, ein digitales 20 
Bild des Bandenmusters erstellt werden, indem ein mobiler 
Detektor verwendet wird, der z. B. nach der Auftrennung an 
der Auftrennmatrix entlangfahrt und gegebenenfalls die ge- 
wiinschten Banden automatisch aus dem Gel abgesogen 
werden. Dies konnte durch Kombination der Auftrennma- 25 
trix mit einem Vakuumblotsystem erfolgen, welches in der 
Lage ist, ein punktgenaues Vakuum an der Matrix anzule- 
gen, wodurch spezifische Fragmente selektiv abgesogen und 
in einem Behalter aufgefangen werden konnen. 

Da die Mobilitat fur Nukleinsaurefragmente gleicher 30 
Lange sequenzspezifisch ist, konnen die Nukleinsaureab- 
schnitte oder Amplifikationsprodukte aufgrund ihrer Mobi- 
litat identifiziert werden. Die Identifizierung kann auf zwei 
Arten erfolgen. In einer ersten Ausfuhrungsform migrieren 
gleichzeitig mit der Probe bekannte Standards durch die 35 
Matrix mit. Diese Standards enthalten Nukleinsaureab- 
schnitte, z. B. Amplifikationsprodukte von Nukleinsauren 
bekannter Organismen, die wie auch die Probe auf der Ma- 
trix aufgetrennt werden. Durch den Vergleich der Mobiiita- 
ten der Nukleinsaureabschnitte aus der Probe mit den Nu- 40 
kleinsaureabschnitten aus dem Standard wird eine Identifi- 
zierung ermoglicht. Es ist jedoch auch moglich und bevor- 
zugt, daB der Detektor an eine Steuereinheit angeschlossen 
ist, welche unter anderem eine Datenbank mit gespeicherten 
Informationen zu Mobilitaten bekannter Sequenzen enthalt. 45 
Diese wurden durch Migration durch eine erfindungsge- 
maBe Matrix oder denselben Bedingungen ermittelt, wie 
diejenigen, unter denen die zu untersuchenden Proben durch 
die Matrix migrieren. Auf diese Weise konnen die vom De- 
tektor ermittelten Mobilitatswerte mit gespeicherten Daten 50 
verglichen werden und die Identifizierung auf diese Weise 
erfolgen. 

Die Standards umfassen z. B. ein Standardset A und ein 
Standardset B, welche jeweils Nukleinsaureabschnitte von 
Nukleinsauren aus bekannten pathogenen und nichtpathoge- 55 
nen Organismen enthalten. Da das erfindungsgemaBe Ver- 
fahren fur im lebensmittelanalytische und kHnisch diagno- 
stische Verfahren geeignet ist, werden bevorzugt Organis- 
men, wie etwa Einzeller, z. B. Parasiten, Bakterien, Pilze 
und Hefen nachgewiesen. Bekannte pathogene Organismen, 60 
deren Nukleinsaurefragmente in Standard A enthalten sind, 
umfassen z. B. Salmonellen, Listerien, pathogene E.coli etc. 
Standardset B umfaBt beispiels weise in lebenden Joghurt- 
kulturen anzutreffende Bakterien wie etwa Lactobacillus 
thermophilus. Es konnen auch Nukleinsauren als Standards 65 
verwendet werden, die aus Organismen mit gentechnolo- 
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Weiterhin konnen die Standards auch Nukleinsaureab- 
schnitte von Parasiten, z. B. Einzellern oder Wurmem oder 
dergleichen enthalten. Prinzipiell sind Nukleinsaureab- 
schnitte von alien obengenannten Organismen geeignet. 
Ebenso konnen auch Standards mit menschlichen Nuklein- 
saureabschnitten erstellt werden, z. B. zur Verwendung in 
der forensischen Medizin oder Kriminalistik. 

Da bei einem solchen Verfahren und insbesondere unter 
Verwendung von bestimmten Standardsets nicht immer alle 
Banden identifiziert werden konnen, besteht zusatzlich die 
Mbglichkeit, einzelne Banden mit aufgetrennten Nuklein- 
saureabschnitten zu sammeln. Dies ist moglich, da alle Ban- 
den beliebig lange durch die Matrix migrieren konnen und 
somit auch an einem bestimmten Zeitpunkt das Ende der 
Matrix erreichen. Sobald sie aus der Matrix austreten, kon- 
nen sie mit Hilfe von Kollektorbehaltern aufgefangen wer- 
den. Im Gegensatz zu fruheren Verfahren, wo immer be- 
stimmte Banden aus dem Gel ausgeschnitten werden muB- 
ten und durch aufwendige Verfahren extrahiert werden muB- 
ten, konnen hier die Banden direkt aufgefangen werden, was 
zeit- und kostengiins tiger ist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein Verfahren zum 
Nachweis von Nukleinsauren verschiedener Organismen in 
einer Probe fiir lebensmittelanalytische oder parasitologi- 
sche Zwecke umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Probe, die verschiedene Orga- 
nismen oder genetisches Material davon enthalten 
kann, 

(b) organismusubergreifendes Erzeugen von Nuklein- 
saureabschnitten der Organismen, die eine sequenzspe- 
zifische Zuordnung zu den entsprechenden Organis- 
men erlauben, 

(c) sequenzspezifisches Auftrennen der Nukleinsaure- 
abschnitte mittels Migration durch eine Matrix, 

(d) Detektieren der aufgetrennten Nukleinsaureab- 
schnitte, 

(e) mindestens teilweises Identifizieren der Nuklein- 
saureabschnitte aufgrund ihrer Mobilitat, 

(f) gegebenenfalls Sammeln der aufgetrennten Nukle- 
insaureabschnitte. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen zusatzlich 
auch genetisch veranderte Organismen detektiert werden. 
Wie bereits erwahnt, ist dies von groBer Bedeutung in der 
Lebensmittelanalytik, wenn z. B. genetisch veranderte Or- 
ganismen, wie Pflanzen oder Tiere, identifiziert werden sol- 
len, sofern noch genetisches Material in Nahrungsmitteln 
vorhanden ist. Die Identifizierung kann positiv erfolgen, in- 
dem bekannt genetisch veranderte Sequenzen bereits als 
Standard gespeichert sind oder als Kontrolle mitlaufen, oder 
negativ, wobei dann ein Sequenzierungsschritt erfolgen 
kann. Insbesondere sind hier das DGGE- oder TGGE-Ver- 
fahren vorteilhaft eingesetzt, da dadurch eine besonders spe- 
zifische Auftrennung von Nukleinsaureabschnitten mit glei- 
cher Lange aber unterschiedlicher Sequenz erfolgen kann. 

AuBerdem betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur 
Durchfuhrung eines erfindungsgemaBen Nachweisverfah- 
rens. Diese Vorrichtung umfaBt 

(a) eine Matrix mit gegebenenfalls vorgeschalteter 
Sammelmatrix zum sequenzspezifischen Auftrennen in 
raumlich voneinander getrennte Banden von Nuklein- 
saureabschnitten mit annahernd gleicher Lange, wobei 
das Auftrennen mittels Migration der Nukleinsauren 
vorzugsweise vollstandig durch die Matrix hindurch 
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aufgetrennten Nukleinsaureabschnitte wahrend oder/ 
und nach der Migration durch die Matrix, 
(c) gegebenenfalls einen Kollektor zum Sammeln der 
Fraktionen von Nukleinsaureabschnitten. 

5 

Wie bereits oben erwahnt, ist die Matrix bevorzugt ein 
Gel. Dieses Gel kann in verschiedenen Formen vorliegen, 
beispielsweise als Platte, Saule, Spiralsaule oder Spule, wo- 
durch besonders lange Migrationswege erzielt werden. Da 
die Migration bevorzugt durch Elektrophorese durchgef uhrt 10 
wird, ist das Gel bevorzugt von einem Puffer umgeben, wel- 
cher bei Anlegen einer Spannung die Migration von Proben 
durch die Matrix erlaubt Der Detektor zum Erfassen der 
aufgetrennten Nukleinsaureabschnitte mit bevorzugt glei- 
cher Lange kann ein stationarer oder mobiler Detektor sein, 15 
z. B. ein optischer Detektor wie etwa ein UV-, VIS- oder In- 
frarot-Detektor. Geeignet sind jedoch im wesentlichen alle 
Detektorsysteme, die beispielsweise irn Rahmen automati- 
scher Sequenzierung verwendet werden. 

Eine schematische Darstellung einer erfindungsgemaBen 20 
Ausfuhrungsform der Vorrichtung ist in den Fig. 1 und 2 
dargestellt. Dabei befindet sich ein Gel als Matrix (4) in ei- 
nem Pufferbehalter (1), der mit Puffer (9) gefiillt ist. Der 
Gelmatrix (4) kann eine Sammelmatrix (2) vorgeschaltet 
sein, die Schlitze oder Taschen (3) fur Proben aufweist. In 25 
dem Pufferbehalter (1) kann eine Spannung angelegt wer- 
den (5), wobei die Proben von dem Ende der Matrix, das die 
Taschen enthalt, zum anderen Ende migrieren. Nahe dem 
Ende der Matrix befindet sich ein (IR)-Detektor (6), der mit 
einer Steuereinheit verbunden sein kann. Am Ende der Ma- 30 
trix befindet sich ein Kollektor (8), der ebenfalls mit der 
Steuereinheit (7) verbunden ist. In Fig, 3 ist eine ahnliche 
Anordnung zu sehen, wobei die Matrix hier aus einer Spule 
besteht. 

Der Detektor ist bevorzugt an eine Steuereinheit ange- 35 
schlossen, umfassend (a) eine Datenbank zum Speichern 
von Werten fur die Mobilitat von detektierten Nukleinsaure- 
abschnitten, (b) eine Vergleichs- und Zuordnungseinheit 
zum Vergleich der Mobilitat von Nukleinsaureabschnitten 
aus einer Probe mit in der Datenbank gespeicherten Stan- 40 
dards und zur entsprechenden Zuordnung bei Ubereinstim- 
mung, sowie (c) eine Anzeigeeinheit zum Anzeigen von zu- 
geordneten Banden oder nichtzugeordneten Banden. Bevor- 
zugt ubermittelt der Detektor ein Signal an die angeschlos- 
sene Steuereinheit, beispielsweise einen Computer, mit des- 45 
sen Hilfe ein digitalisierter Barcode der aufgetrennten Ban- 
den aufgrund ihrer unterschiedlichen Mobilitat erstellt wird 
(wie beispielsweise das LI-COR-System beim automati- 
schen Sequenzierer). Dabei ist bevorzugt der Detektor so 
ausgestaltet, daB parallele Bahnen von Banden gleichzeitig 50 
detektiert werden konnen. Dies erlaubt eine automatisierte 
Detektion von Banden aus Proben mit Banden von Stan- 
dards bzw. Standardsets. Es mussen jedoch keine Standards 
gleichzeitig durch die Matrix migrieren, sondern es konnen 
Informationen zur Mobilitat bereits in einer Datenbank ge- 55 
speichert sein, wobei dann die vom Detektor ermittelten Da- 
ten mit denjenigen aus der Datenbank verglichen werden 
und somit eine Zuordnung der detektierten Banden zu be- 
stimmten Mikroorganismen oder anderen Organismen erfol- 
gen kann. Die erfindungsgemaBe Anzeigeeinheit kann so 60 
eingestellt werden, daB sie je nach verwendeten Standard- 
sets alle detektierten Banden, oder beispielsweise nur die 
pathogenen Organismen zugeordneten Banden anzeigt. Es 
kann auch ein Kollektor an das System angeschlossen sein, 
welcher sich zum Sammeln der Fraktionen von Nukleinsau- 65 
reabschnitten eignet. Hierzu migrieren die Banden bis zum 



aus einer Reihe von GefaBen bestehen, welche beweglich 
am Ende der Matrix angebracht ist, so daB, wenn eine aus 
der Matrix ausgetretene Bande in einem GefaB aufgefangen 
worden ist, ein leeres GefaB an diese Stelle riicken kann. 

Zusatzlich kann der Kollektor so mit der Steuereinheit 
verbunden sein, daB nach erfolgtem Detektieren und Ver- 
gleich der Probenbanden nur bei bestimmten identifizierten 
Banden ein Signal an den Kollektor zum Sammeln der in der 
Bande enthaltenen Nukleinsaureabschnitte weitergeleitet 
wird. Der Kollektor kann auch aus einer Absaugevorrich- 
tung bestehen. 

Bevorzugt ist der Kollektor kompatibel mit automati- 
schen PGR- und Sequenzierautomaten, Es kann sich bei den 
KoliektorgefaBen beispielsweise um eine Mikrotiterplatte 
oder um herkommliche ReaktionsgefaBe handeln. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren und die erfindungsge- 
maBe Vorrichtung sind fur viele Arten der Analytik und Dia- 
gnostik geeignet. Insbesohdere ist hier die Lebensmittel- 
und Abwasseranalytik (z. B. die Reinigung von Biomatten 
in Klarwerken) zu nennen, sowie die klinische Diagnostik, 
kriminalistische Analytik, Parasitologie oder der Nachweis 
von (Mikro-)Organismen auf Kunstobjekten und in Werk- 
stoffen. AuBerdem zu nennen ist der Anwendungsbereich 
der Untersuchung von gentechnologisch veranderten Orga- 
nismen, insbesondere solchen, die zu Lebensmitteln verar- 
beitet werden. 

Figurenbeschreibung 

Fig, 1 zeigt eine Draufsicht einer erfindungsgemaBen 
Vorrichtung (schematisch) umfassend ein mit Elektrolyse- 
puffer bedecktes Gel sowie einen Infrarot-Detektor und 
mehrere Kollektorbehalter, welche mit einer Steuereinheit 
verbunden sind. 

Fig. 2 zeigt eine Seitenansicht der Vorrichtung aus Fig. 1. 

Fig. 3 zeigt eine ahnliche Vorrichtung wie in Fig. 1 und 2, 
auBer daB die Matrix in Form einer Spule vorliegL 

Beispiele 

Beispiel 1 

Nachweis von Salmonellen in Lebensmitteln 

In diesem Beispiel wurden 16S rDNA spezifische, bakte- 
rielle Primer verwendet, mit denen die 16S rDNA Frag- 
mente aller auf der Hiihnerhaut vorhandenen Bakterien am- 
plifiziert wurden. Die Amplifikate wurden dann in einer 
DGGE- Analyse voneinander getrennt. Als Standard wurde 
die entsprechende fur Salmonella spezifische Bande ver- 
wendet. Die Ergebnisse zeigen eindeutig das Vorhandensein 
der Salmonella-spezifischen Bande in der zu untersuchen- 
den Probe, die damit eindeutig als Salmonella-positiv iden- 
tifiziert werden konnte. 

Durch Verwendung von Standards konnten Salmonella- 
positive Proben identifiziert werden. 

Beispiel 2 

Nachweis unterschiedlicher pathogener Mikroorganismen 
in Lebensmitteln 

In diesem Beispiel wurden dieselben Primer wie in Bei- 
spiel 1 verwendet und das Verfahren auf prinzipiell dieselbe 
Art und Weise durchgefuhrt. Bei Untersuchungen von Le- 
bensmitteln mit dem erfindungsgemaBen Verfahren und un- 
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Mikroorganismen enthalt (SalmoneUen, Listerien, Toxin 
produzierende E.colis), konnten kontaminierte und poten- 
tiell gesundheitsgefahrdende Lebensmittel identifiziert wer- 
den. 

5 

Bei spiel 3 

Nachweis von Lebensmittelverfalschungen 

Untersucht wurde die Authentizitat von Lebensmitteln, 10 
d. h. ob Billigmaterial zu hochwertigen Lebensmitteln bei- 
gemischt wurde. Durch Untersuchung von Rindfleischpro- 
ben konnten unter Verwendung von Standards mit Sequen- 
zen von verschiedenen fiir die Fleischproduktion verwende- 
ten Herarten (Rind, Schwein, Schaf, Pute, Huhn) verfalsche 15 
Lebensmittelproben identifiziert wurden, die nicht nur ein 
Signal fiir Rindfleisch, sondern auch fur andere Fleischsor- 
ten, z. B. Putenfleisch, enthielten. 

Geeignet waren solche Primer, die spezifisch sind fur 
phylogenetische Markergene (z. B. ribosomale Gene, Cyto- 20 
chrom b, und andere). 

Beispiel 4 

Nachweis von Parasiten 25 

Saugetiere konnen durch eine Reihe von mehr oder weni- 
ger gesundheitsgefahrdenden Parasiten befallen sein. Bei- 
spielsweise fuhrt die Besiedelung der roten Blutkorperchen 
durch Protozoen haufig zu schweren Krankheiten und To- 30 
desfallen bei Mensch und Tier. 

Durch eine Untersuchung solcher Blutproben mit orga- 
nismenubergreifenden Primern konnen auf unterschiedli- 
chen phylolgenetischen Ebenen (z. B. alle Protozoen oder 
alle Piroplsmodien) alle potentiellen Krankheitserreger (wie 35 
z. B. Babesien) einer Organismengruppe in einem einzigen 
Nachweis identifiziert werden. 

Patentanspriiche 

40 

1. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren in ei- 
ner Probe, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Probe, die verschiedene 
Organismen oder genetisches Material davon ent- 
halten kann, 45 

(b) organismusubergreifendes Erzeugen von Nu- 
kleinsaureabschnitten der Organismen, die eine 
sequenzspezifische Zuordnung zu den entspre- 
chenden Organismen erlauben, 

(c) sequenzspezifisches Auftrennen der Nuklein- 50 
saureabschnitte mittels Migration durch eine Ma- 
trix, 

(d) automatisiertes Detektieren der aufgetrennten 
Nukleinsaureabschnitte wahrend oder/und nach 
der Migration, (e) mindestens teilweises Identifi- 55 
zieren der Nukleinsaureabschnitte aufgrund ihrer 
Mobilitat, 

(f) gegebenenfalls Sammeln der aufgetrennten 
Nukleinsaureabschnitte. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 60 
net, daB Schritt (d) eine Online-Detektion wahrend der 
Migration umfafit. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB ein stationarer Detektor verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 65 
net, daB Schritt (d) eine Detektion nach der Migration 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das Identifizieren in 
Schritt (e) durch Vergleich der Mobilitat der Nuklein- 
saureabschnitte mit der Mobilitat mindestens eines 
Standards erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB in Schritt (c) zusatzlich mindestens ein Stan- 
dard durch die Matrix migriert und in Schritt (d) detek- 
tiert wird und das Identifizieren in Schritt (e) durch 
Vergleich der Mobilitaten der Nukleinsaureabschnitte 
und des oder der Standards auf derselben Matrix durch- 
gefuhrt wird, 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Identifizieren in Schritt (e) durch Vergleich 
der Mobilitaten der Nukleinsaureabschnitte mit in einer 
Datenbank gespeicherten Werten fur die Mobilitat des 
oder der Standards durchgefuhrt wird, wobei die Werte 
fur die Mobilitat des oder der Standards mittels Migra- 
tion durch eine Matrix unter denselben Bedingungen 
wie in den Schritten (c) und (d) ermittelt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Identifizieren in Schritt (e) durch eine 
Steuervorrichtung erfolgt, umfassend eine Datenbank, 
eine Vergleichs- und Zuordnungseinheit und eine An- 
zeigeeinheit, wobei die Mobilitat der Nukleinsaureab- 
schnitte mit in der Datenbank gespeicherten Werten fur 
die Mobilitat des oder der Standards verglichen wer- 
den, bei Ubereinstimmung eine Zuordnung der Nukle- 
insaureabschnitte zu bekannten Organismen erfolgt 
und die zugeordneten Organismen angezeigt werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB pathogene Organismen angezeigt werden. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB ein Standardset 
A, das Nukleinsaureabschnitte bekannter pathogener 
oder/und genetisch veranderter Organismen enthalt, 
oder/und ein Standardset B, das Nukleinsaureab- 
schnitte von Nukleinsauren aus nichtpathogenen Orga- 
nismen enthalt, oder ein Gemisch der Standardsets A 
und B verwendet wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB Schritt (c) eine 
Migration durch eine Sammelmatrix vorgeschaltet ist. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB ein Gel als Ma- 
trix verwendet wird. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Auftrennung 
mittels Elektrophorese erfolgt. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Auftrennung 
mit Hilfe einer der folgenden Methoden durchgefuhrt 
wird: DGGE (Denaturierungsgradienten-Gelelektro- 
phorese), TGGE (Temperaturgradienten-Gelelektro- 
phorese), sequenzspezifische Bindung an DNA-Ligan- 
den, rSSCP (RNA-Einzelstrang-Konformationspoly- 
morphismus), DNA-SSCP (DNA-Einzelstrang-Kon- 
formati onspolymorphismus) . 

15. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren in ei- 
ner Probe fiir lebensmittelanalytische oder parasitolo- 
gische Zwecke umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Probe, die verschiedene 
Organismen oder genetisches Material davon ent- 
halten kann, 

(b) organismusubergreifendes Erzeugen von Nu- 
kleinsaureabschnitten der Organismen, die eine 
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(c) sequenzspezifisches Auftrennen der Nuklein- 
saureabschnitte mittels Migration durch eine Ma- 
trix, 

(d) Detektieren der aufgetrennten Nukleinsaure- 
abschnitte, 5 

(e) mindestens teilweises Identiflzieren der Nu- 
kleinsaUreabschnitte aufgrund ihrer Mobilitat, 

(f) gegebenenfalls Sammeln der aufgetrennten 
Nukleinsaureabschnitte. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 10 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das Sammeln 
von Nukleinsaureabschnitten durchgefuhrt wird, in- 
dem die Migration durch die Matrix solange durchge- 
fuhrt wird, bis die aufgetrennten Nukleinsaureab- 
schnitte aus der Matrix austreten und mittels eines Kol- 15 
lektors aufgefangen werden. 

17. Vorrichtung zur Durchfuhrung eines Verfahren 
nach einem der Anspriiche 1 bis 16, umfassend: 

(a) eine Matrix mit gegebenenfalls vorgeschalte- 
ter Samrnelmatrix zum sequenzspeziflschen Auf- 20 
trennen in raumlich voneinander getrennte Ban- 
den von Nukleinsaureabschnitten mit annahernd 
gleicher Lange, wobei das Auftrennen mittels Mi- 
gration der Nukleinsaureabschnitte vorzugsweise 
vollstandig durch die Matrix hindurch geschieht, 25 

(b) einen Detektor zum Erfassen der aufgetrenn- 
ten Nukleinsaureabschnitte wahrend oder/und 
nach der Migration durch die Matrix, 

(c) gegebenenfalls einen Kollektor zum Sammeln 
der Fraktionen von Nukleinsaureabschnitten. 30 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Detektor ein stationarer Online-De- 
tektor ist. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Detektor ein mobiler Detektor ist. 35 

20. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Kollektor einen oder mehrere beweg- 
lich angeordnete Auffangbehalter umfaBt, die das Auf- 
fangen von einzelnen Banden wahrend oder/und nach 
der Migration ermoglichen. 40 
21.. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 17 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie zusatzlich eine Steu- 
ereinheit, umfassend eine Datenbank zum Speichern 
von Werten fur die Mobilitat von detektierten Nuklein- 
saureabschnitten, eine Vergleichs- und Zuordnungsein- 45 
heit zum Vergleich der Mobilitat von Nukleinsaureab- 
schnitten aus einer Probe mit in der Datenbank gespei- 
cherten Standards und zur entsprechenden Zuordnung 
bei Ubereinstimmung, sowie eine Anzeigeeinheit zum 
Anzeigen von zugeordneten Organismen umfaBt. 50 

22. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 1 bis 14 zum Nachweis von Mikroorganismen 
in der Lebensmittel- und Abwasseranalytik. 

23. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 1 bis 14 zum Nachweis von Mikroorganismen 55 
in der klinischen Diagnostik. 

24. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 1 bis 14 zum Nachweis von Mikroorganismen 
in der kriminalistischen Analytik. 

25. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 60 
spriiche 1 bis 14 zum Nachweis von Mikroorganismen 

in Kunstgegenstanden und Werkstoffen. 

26. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 1 bis 14 zum Nachweis von Parasiten, z. B. 
Wiirmern oder Einzellern. 65 

27. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 



28. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 15 bis 17 zum Nachweis der Authentizitat von 
Lebensmitteln. 

29. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 15 bis 17 zum Nachweis von Parasiten in bio- 
logischen Proben. 

30. Anwendung des Verfahrens nach einem der An- 
spriiche 15 bis 16 zum Nachweis von gentechnologisch 
veranderten Organismen. 
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